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The local environment along the vascular tree is heterogeneous and dynamic 
which is essential to ensure optimal execution of physiological processes which 
comprise of passage of oxygen, nutrients, waste products and leukocytes, 
blood clotting and formation of new blood vessels that vary in space and 
time. Endothelial cells form the intraluminal lining of all blood vessels. 
These vessels vary from macrovasculature (arteries and veins) to small blood 
vessels (microvasculature) that comprise of arterioles, capillaries and venules. 
Along the vascular bed, endothelial cells are, therefore exposed to different 
biochemical and biophysical stimuli which underlie their large heterogeneity. 
Changes in the extracellular environment dictate the ‘inborn’ plasticity i.e. 
adaptability of endothelial cells. The appropriate adjustment of the endothelial 
phenotype in response to extracellular signals is crucial in modulation of 
cardiovascular development, homeostasis and remodelling. However, excessive 
and/or chronic extracellular stimulation can compromise the natural quiescence 
and homeostasis of endothelial cells and result in adverse adaptation of the 
endothelial phenotype or may even result in cell death. Adverse phenotypic 
alteration may promote endothelial activation which leads to endothelial 
dysfunction and in its ‘worst’ form, endothelial-to-mesenchymal transition 
(EndMT), while endothelial senescence is yet another feature of dysfunction. 
All are triggered by the increased levels of oxidative stress, pro-inflammatory 
and/or pro-fibrotic factors in the local environment. These adverse endothelial 
phenotypes share a common hallmark, which is nitric oxide (NO) depletion, 
and also associate with the development of cardiovascular diseases over a long 
period of time. 
Changes in the local environment are transmitted by biochemical and 
biomechanical signals to and inside the endothelial cells. Studies sensing and 
responses of endothelial cells to these signals provide mechanistic information 
for understanding how endothelial cells adapt to or counteract changes in the local 
environment. Mechanotransduction is the mechanism by which biomechanical 
signals are converted to biochemical signals that alter cellular function directly 
or indirectly via modulation of expression of mechanosensitive genes. Shear 
stress elicited from blood flow induces mechanotransduction in endothelial cells. 
The individual role of shear stress, transforming growth factor-β (TGF-β) and 
oxidative stress as well as ageing in the regulation of endothelial phenotype 
are well delineated individually, yet the signalling crosstalk that orchestrates 
mechanotransduction with TGF-β pathways and redox signalling and ageing is 
largely unknown. The aim of this thesis was to dissect the mechanisms that regulate 
phenotypic changes (and the consequences) of endothelial cells in response to the 
combined effects of shear stress, TGF-β, oxidative stress and ageing, to relate 




Neointimal hyperplasia is part of the development of atherosclerosis and 
fibro-proliferative vascular disease. Formation of neointimal lesions occurs in 
regions that are exposed to disturbed flow in the arteries. It has long been thought 
that smooth muscle cells in the neointimal lesions originate from migration and 
proliferation of medial smooth muscle cells. Recently, the concept that EndMT 
in which the endothelium loses its phenotype and acquires a mesenchymal 
phenotype, contributes to neointimal hyperplasia has drawn much interest. 
In Chapter 2, we describe that endothelial cells with features of EndMT are 
present in human atherosclerotic plaques. Interestingly, EndMT-like cells 
also occur in healthy physiology in the disturbed flow regions of the porcine 
abdominal aorta. EndMT can occur within two weeks after partial closure of 
the aortic curve in mice, in particular in the outflow tract. In line with the in vivo 
data, we showed in vitro that the occurrence of EndMT is induced by disturbed 
flow, whereas laminar flow (that elicits high shear stress) antagonises EndMT. 
Regulation of normal endothelial physiology by high shear stress is achieved 
via activation of the ERK5 pathway. We discovered that, despite the absence 
of TGF-β, EndMT occurs when gene encoding ERK5 was knocked down in 
the endothelial cells. On the other hand, TGF-β could not induce EndMT in the 
absence of shear stress in endothelial cells that constitutively express ERK5. 
These finding highlights the key role of shear stress-mediated ERK5 signalling 
in modulation of EndMT. Thus ERK5 is an attractive pharmacological target to 
treat neointimal hyperplasia and atherosclerosis. 
High shear stress counteracts inflammatory-induced endothelial dysfunction 
via downregulation of pro-inflammatory and upregulation of anti-inflammatory 
pathways. Intriguingly, the mechanisms by which high shear stress antagonises 
endothelial dysfunction in a pro-fibrotic local environment are poorly 
understood. In Chapter 3, we describe that EndMT-derived cells are feature 
of endothelial activation, i.e. the enhanced expression of adhesion molecules 
and chemoattractants. The induced expression of these pro-inflammatory 
molecules may be a result of mitochondrial reactive oxygen species (ROS) 
over-production. Remarkably, TGF-β synergised the effects of oxidative stress 
in induction of these pro-inflammatory molecules, yet this was suppressed by 
high shear stress. While activating the canonical ALK5/SMAD2/3 pathway, 
TGF-β also activates the non-canonical signalling, i.e. TAK1 (TGF-β-activated 
kinase 1) signalling that downstream activates the pro-inflammatory NFκB 
and/or p38 MAPK pathways. We showed that shear stress restores the NO/ROS 
balance via stimulation of the ERK5 pathway. Shear stress also suppressed the 
pro-inflammatory effects of TGF-β via repression of the TAK1 pathway, but 
that was independent of ERK5 signalling. Moreover, high shear stress also 
attenuated the activation of ALK5/SMAD2 signalling, which is not depended 
on ERK5 activation. Although this canonical TGF-β signalling only minimally 




induction of EndMT. This mechanistic finding provides further information 
to our observation described in Chapter 2 that in addition to the activation 
of ERK5 pathway, high shear stress antagonises EndMT by attenuating the 
ALK5/SMAD2 pathway too. In contrast with our study in Chapter 2 in which 
a lower dose of TGF-β (5 ng/ml) was applied, we describe in Chapter 3 that 
upon stimulation with high dose TGF-β (10 ng/ml), the activation of ERK5 
pathway does induce the expression of mesenchymal markers, which indicates 
that type and concentration of an adverse stimulus influence ERK5 signalling 
on the regulation of the endothelial phenotype.   
In addition to biochemical and biomechanical stimulation, (vascular) ageing 
also plays a central role in the regulation of endothelial phenotype. Mechanisms 
that contribute to vascular ageing, such as impairment of DNA-repair and 
telomere maintenance systems, as well as cellular stress are consistent with those 
that induce senescence. Hence, senescence associates with vascular ageing and 
plays a critical role in the development of age-related cardiovascular diseases, 
such as atherosclerosis. Chapter 4 describes the spontaneous occurrence of 
EndMT in relation to extensive proliferation of endothelial cells close to their 
Hayflick limit (replicative senescence). Senescence did not alter the capacity of 
endothelial cells to sense and respond to shear stress, despite their acquisition 
of a mesenchymal phenotype. Here, we also elucidate high shear stress 
maintains normal endothelial physiology regardless of the age of mice. These 
findings suggest that ageing might not be the risk factor that compromises 
normal physiology of endothelial cells if the protective flow mechanisms were 
in place, as evident by repression of EndMT and activation of ERK5 in arterial 
endothelium which exposed to high shear. 
Since both shear stress and pro-fibrotic stimulation alter the cytoskeleton 
of endothelial cells, we were prompted to investigate the influence of pro-
fibrotic stimulation on shear stress-induced cytoskeletal remodelling and the 
mechanisms involved. Chapter 5 describes experiments that show that TGF-β 
impairs shear stress-induced cytoskeletal rearrangements upon inactivation of 
p38 MAPK pathway. Endothelial cells oriented either randomly or perpendicular 
to the direction of flow upon treatment with TGF-β and inhibition of p38 MAPK. 
Transient activation of p38 MAPK by short term exposure of endothelial cells 
to shear stress may require activation of FAK. However, long-term exposure 
of endothelial cells to shear stress repressed p38 MAPK phosphorylation 
despite FAK was activated, which suggests that shear stress antagonises p38 
MAPK signalling via a pathway alternative to FAK. In short, the present study 
reveals TGF-β stimulation, accompanied by p38 MAPK inhibition alter shear 
stress-induced cytoskeletal remodelling and such alteration is not attributed to 




In conclusion, TGF-β, oxidative stress and ageing bring about endothelial 
activation, endothelial dysfunction, EndMT and endothelial senescence. All of 
these share a low NO bioavailability and a pro-adhesive and pro-inflammatory 
phenotype which, in vivo or clinically, would favour the development of 
cardiovascular disease. High shear stress is a potent biomechanical inducer that 
counteracts the effects of TGF-β and oxidative stress as well as ageing, hence 
maintains normal physiology of endothelial cells and prevents the onset of 
cardiovascular diseases. This is achieved via a crosstalk of multiple signalling 





In het lichaam verzorgen de bloedvaten de aanvoer via arterien van zuurstof 
en voedingsstoffen naar de organen en weefsels en de afvoer via venen van 
afbraakproducten en koolzuur. Het bloedvatstelsel is een vertakkend systeem 
dat het best omschreven kan worden als een vaatboom. Langs de gehele 
vaatboom zijn de omstandigheden aan de vaatwant verschillend. Dit wordt 
veroorzaakt door verschillen in samenstelling van het bloed in bijvoorbeeld de 
arterien en venen, maar ook bestaan er grote verschillen in de bloedstroom zelf. 
Deze verschillen beinvloeden de binnenste cellaag van alle bloedvaten nl de 
endotheelcellen. Endotheelcellen zijn de poortwachters van het bloedvatstelsel 
en regelen belangrijke fysiologische functies zoals bloedstolling, ontsteking, 
het passeren van leukocyten naar de weefsels en bloeddruk om enkele te 
noemen. Aangezien het gehele vaatbed dus heterogeen van opmaak en functie 
is, kunnen de endotheelcellen zich ook goed aan deze gewenste omstandigheden 
aanpassen, ze zijn met andere woorden plastisch. In hun totaliteit verzorgen de 
endotheelcellen de vasculaire homeostase en regelen de vaatfunctie. Als echter 
endotheelcellen overmatig of chronisch overprikkeld worden, kan het gebeuren 
dat de plasticiteit van deze cellen gecompromiteerd raakt en de endotheelcellen 
niet kunnen adapteren: ze zijn chronisch geactiveerd en als gevolg hiervan 
worden ze dysfunctioneel of kunnen zelfs in apoptose gaan. Er bestaan 
verschillende gradaties en processen van dysfunctioneel endotheel varierend 
van geactiveerd endotheel via zg. Endotheel-naar-Mesenchym-Transitie 
(EndMT) tot senescent endotheel. Deze vormen kunnen worden getriggered 
door oxidatieve stress, ontstekingsfactoren, fibrosestimulerende factoren. 
In alle gevallen van dysfunctie, raken de endocellen het vermogen kwijt om 
stikstofoxide (NO) te maken, hetgeen geassocieerd is met de ontwikkeling van 
cardiovasculaire ziekten, dat kan overigens jaren in beslag nemen.
Veranderingen in en rond het bloedvat activeren biochemische en 
biomechanische signaalroutes in endotheelcellen die leiden tot fenotypische 
aanpassingen met andere woorden, zijn een voorbeeld van de plasticiteit 
van endotheelcellen. Onderzoek naar de wijze waarop endotheelcellen deze 
extracellulaire prikkels en veranderingen hiervan waarnemen en hoe ze hierop 
reageren leveren informatie over de onderliggende moleculaire mechanismen 
van endotheelplasticiteit.
Mechanotransductie is het proces en mechanisme waarin mechanische 
prikkels worden omgezet door endotheelcellen tot biochemische signalen die 
op hun beurt de functie van deze cellen kan veranderen door regulatie van de 
expressie van zg mechanosensitieve genen. De bloedstroom veroorzaakt een zg. 
schuifspanning op de vaatwand en endotheelcellen (Engels: shear stress). Shear 
stress een van de belangrijkste (bio)mechanische stimuli van endotheelcellen. 




invloed van shear stress of profibrotische factoren zoals TGF-β of oxidatieve 
stress of veroudering (senescence) op het voorkomen (shear stress) of ontstaan 
(TGF-β, senescence en oxidatieve stressj) van endotheeldysfunctie. Echter, er 
is weinig bekend over het samenspel van deze factoren in het bijzonder hoe een 
en ander moleculair georkestreerd wordt.
Het doel van dit proefschrift was om de moleculaire mechanismen te 
ontrafelen die de fenotypische veranderingen in endotheelcellen bewerkstelligen 
(en hun consequenties) in reactie op de combinatie van shear stress, TGF-β, 
oxidatieve stress en senescence. Dit om kennis van dysfunctioneel endotheel 
nog beter te kunnen koppelen aan de pathogenese van cardiovasculaire ziekten.
Neointima hyperplasie is gerelateerd aan atherosclerose (verstijving van grote 
slagaders) en fibroproliferatieve vaatziekte in het algemeen. De vorming van 
neointima lesies is evident in slagaderregio’s met een verstoorde bloedstroom, 
met andere woorden in gebieden met geen of lage shear stress. Lang is gedacht 
dat de gladde spiercellen in de neointima lesies uitsluitend het gevolg zijn van 
deling en migratie van gladde spiercellen uit de media van de arterien. Recent 
is echter duidelijk geworden dat het proces van EndMT, waarin endotheel zijn 
originele karakter verliest en mesenchymale kenmerken verwerft, bijdraagt aan 
neointima hyperplasie. In hoofstuk 2 beschrijven we de identificatie van cellen 
die EndMT ondergaan in de menselijke atherosclerotische plaques, oftewel in 
gebieden met een verstoorde bloedstroom. Echter, zagen het vergelijkebare 
cellen in gezonde varkensaorta’s, maar wel in het deel waarin de bloedstroom 
verstoord is. Dit kan er op duiden dat EndMT een normaal fysiologisch proces 
is. In een ander model, waarin muizenaorta’s gedeeltelijk werden afgesloten, 
ontwikkelden zich binnen twee weken ook gebieden met cellen ‘in EndMT’, 
hetgeen aangeeft dat het proces in vivo zich snel kan voltrekken. Overeenkomstig 
deze in vivo gegevens, hebben we ook in vitro aangetoond dat voorstoorde 
stroming EndMT induceert in gekweekte endotheelcellen. Daarenboven, bleek 
dit proces in vitro te remmen met een hoge shear stress hetgeen samenviel 
met activatie van de ERK5 signaaltransductieroute. ERK5 is een MAP kinase 
en is centraal in de onderdrukking van EndMT: het endotheelcellen waarin 
ERK5 genetisch is onderdrukt treedt spontane EndMT op. Sterker nog: in 
endotheelcellen waarin ERK5 constitutief actief is, kon TGF-β geen EndMT 
induceren. Deze bevindingen benadrukken het belang van door shear stress-
gemedieerde ERK5 signaaltransductie in de modelering van EndMT, welke 
onderliggend is aan neointima hyperplasie en atherosclerose.
Hoge shear stress onderdrukt endotheeldysfunctie die wordt veroorzaakt 
door ontstekingsprikkels en doet dit via de onderdrukking van pro-
inflammatoire and stimulering van anti-inflammatoire signaaltransductieroutes. 
Het is intrigerend dat de moleculaire mechanismen die aan deze regulatie 
door shear stress ten grondslag liggen slechts zeer beperkt zijn bestudeerd. In 




geactiveerd karakter verwerven dat gepaard gaat met een verhoogde expressie 
van adhesiemoleculen en chemoattractantia. De geinduceerde expressie 
van deze pro-inflammatoire moleculen is waarschijnlijk het gevolg van een 
overproductie van mitochondriale reactieve zuurstof moleculen zg. ROS. 
Opvallend is dat TGF-β een synergistische invloed heeft op deze oxidatieve 
stress, maar dat hoge shear stress de expressie van de pro-inflammatoire merkers 
tegengaat. Het werkingmechanisme was onverwacht, aangezien in dit model 
TGF-β niet alleen de canonical ALK5/SMAD2/3 route activeert, maar ook de 
non-canonical TAK1 (TGF-β-activated kinase 1) signaaltransductieroute. De 
activering van TAK1veroorzaakt activering van resp. de NFkB en/of anderzijds 
de p38 MAPkinase route; beiden bewerkstelligen pro-inflammatoire activatie 
van endotheelcellen. We hebben aangetoond dat shear stress de verstoorde 
balans tussen NO en ROS kan herstellen via stimulering van ERK5. Shear 
stress onderdrukt ook de activering van TAK1, maar dit is onafhankelijk van 
ERK5 activering via een nog onbekende route. De hoge shear stress verzwakte 
ook de activering van de ALK5/SMAD2/3 route. In tegenstelling tot de 
bevindingen in hoofdstuk 2, waarin gestimuleerd werd met slechts 5ng/ml 
TGF-β, laten we in hoofdstuk 3, waarin werk gestimuleerd met een tweemaal 
hoger concentratie TGF-β, zien dat ERK5 activering ook tot opregulatie van 
mesenchymale merkers leidt. Dit duidt erop dat biochemische prikkels in een 
type- en concentratieafhankelijke wijze de regulatie van ERK5 en diens invloed 
op het endotheelfenotype kunnen beinvloeden.
Naast biochemische en biomechanische prikkels, speelt ook (vasculaire) 
veroudering een belangrijke rol in de regulatie van het endotheelfenotype. 
Mechanismen die bijdrage aan de effecten van veroudering zijn onder andere 
verminderd herstel van DNA schade en afname van telemeerlengte, maar ook 
cellulaire stress. Gezamenlijk veroorzaken ze het fenomeen senescence, dat is 
een conditie waarin een cel niet meer kan delen en sterk geactiveerd is, maar 
tegelijkertijd ook niet dood gaat. Endotheliale senescence speelt dus een rol 
in endotheeldysfunctie en draag met andere woorden bij aan ontwikkeling 
van vasculaire ziekten zoals atherosclerose. In hoofdstuk 4 beschrijven dat 
EndMT en endotheliale senescence nauw met elkaar gerelateerd zijn, in het 
bijzonder replicatieve senescence. Het was opvallend dat senescence niet het 
vermogen van endotheelcellen aantastte om shear stress waar te nemen of erop 
te reageren, maar dat deze cellen wel een mesenchymaal fenotype aannamen. 
In deze studie namen we eveneens waar, dat in twee jaar oude muizen de 
endotheelcellen in de aorta’s geen tekenen van veroudering of senescence 
vertoonden, vermoedelijk een gevolg van de hoge shear stress die hier heerst. 
Deze bevindingen suggereren dat veroudering in elk geval geen risicofactor 
is, die de normale fysiology van endotheelcellen aantast, althans zo lang de 




Aangezien zowel shear stress als pro-fibrotische prikkeling het cytoskelet 
van endotheelcellen doet veranderen, hebben we een deel van het onderliggende 
moleculaire mechanisme ontrafeld. In hoofdstuk 5 beschrijven we dat 
TGF-β verstorend werkt op door shear stress-geinduceerde veranderingen 
van het cytoskelet hetgeen samenhangend met de p38 MAPkinase 
signaaltransductieroute. Onder shear stress, na stimulering met TGF-β en 
onderdrukking van p38, orienteerden endotheelcellen zich niet in de richting 
van de stroming, maar loodrecht op de stroming. Bekend is dat kortdurende 
activering van p38 optreedt onder shear stress en dat dit samenhangt met 
activering van focal adhesion kinase (FAK). Echter, langdurige blootstelling 
van endotheelcellen aan shear stress, onderdrukte fosforylering (activering) 
van p38, terwijl FAK onverminderd geactiveerd was, want gefosforyleerd. Dit 
suggereert dat FAK ofwel langs verschillende routes p38 kan beinvloeden en/
of dat p38 langs FAK-onafhankelijke weg geinactiveerd kan worden door shear 
stress.
Concluderend, zijn TGF-β en/of oxidatieve stress alsmede veroudering 
sterke prikkels voor endotheliale activering en kunnen dysfunctie en 
zelf EndMT veroorzaken – hetgeen zich uit als een verlaagde NO 
biobeschikbaarheid en verstoorde intracellulaire redoxbalans, alsmede een 
verhoogd pro-inflammatoir karakter van endotheel. Gezamenlijk ligt dit mede 
ten grondslag aan cardiovasculaire ziekte. Deze schadelijke biochemische 
prikkels worden normalerwijs tegengewerkt door biomechanische prikkeling 
van endotheelcellen, in het bijzonder door shear stress. Shear stress onderdrukt 
overmatige TGF-β signalering en herstelt de redox balans en in toto helpt in 
endotheelcellen hun functionele fenotype te herstellen dan wel te behouden. De 
kruisbestuiving van biochemische en biomechanische signaaltransductieroutes 
is dus van eminent belang in de normale vasculaire homeostase en helpt 
optreden en ontwikkeling van cardiovasculaire ziekten te onderdrukken.
Chapter 7
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